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図3RpoSの対数期からの生産とKatBの発現
KTLoxyR1AmoS(pahpC-moS):jpoSを欠損させたoUﾉRノ変異株にRpoS生産プラスミドを導入した株、
KTLoxyR1AmoS(pKT231)::"oS欠損させたo"Rﾉ変異株にpKT231(ベクター）を導入した株、
KIx.oxyR1(pKT231):WRI変異株にpKT231を導入した株。
RpoS、KatBおよびAhpC:各タンパクの免疫学的発色。泳動した菌体量(A600xml)を右端に示した。
"oS、AMBおよびα加C:各遺伝子の転写量。基準蛍光強度に達したサイクル数で示す。
LOGはA600nm値が1(対数期)、STはその6時間後（定常期中期)、O/Nは一夜培養。
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K誠Bの発現には､RNAボリメラーゼのo因子であり定常期において産生されるRpoSが
必須である。KatBの発現におけるRpoSとOxyRの役割、および両者の関係性を明らかに
するとともに、その発現に関与する他の因子の有無の検証を行うために、QXyRI変異株の
"oSを欠損させた株にRpoS生産プラスミドを導入してKatBの発現を調べた｡叩oSをα"C
のプロモーター(pα加C)の下流に挿入することで、o〃〃変異株で同遺伝子の強い構成的
な転写が対数増殖期から起きることが予想され､結果として対数期において叩oSの転写量
が著しく増加し、対数期から多量のRpoSを生産することに成功した（図3)。一方､肋/Bの
転写量については、対数期におけるRpoSの存在により叩oSと同様に著しい増加が認めら
れた。対数増殖期におけるKa旧量は定常期に比べてやや低く、RpoS量との間に厳密な相
関はなかった｡対数増殖期のKatBもカタラーゼ活性をもつことから､対数期においてRpoS
により転写される他の遺伝子産物の影響については現時点では検討していないが、OxyR
の活性化とRpoSの存在がKa旧の発現における十分条件であることが示唆された。
6プロテオーム解析
KT株およびKT-oxyRl株を用いて二次元電気泳動による解析を行うことで､AhpC､KatA
およびKatB量がoXyRノ変異により増加する事を確認するとともに、それら以外にoX)ﾉRノ
変異によって存在量の変化するタンパクがあるか否かを調べた。また両株の"oS欠損株に
ついても同様に二次元電気泳動を行うことで､RI)oSの欠損により影響を受ける因子につい
ても探索を行った（図4)。定常期後期の菌体を用いた場合、QXyR/変異の導入によって明
らかに細胞内濃度が上昇したタンパクは4種類あり、MALDI-TOF質量分析装置を用いた
解析の結果、KatA、KatB、AhpC、AhpF、およびチオレドキシン還元酵素であるTrxBで
ある事が明らかになった。また、叩oSが欠損することによってKatBの存在量が著しく減
少することが確認された。さらにKT株においては、加oSの欠損によるKatA量の減少が認
められたが、これについてはKTLoxyRl株では確認されなかった。一方、o麺)ﾉRj変異条件下
で叩oSを欠損した場合に、PⅨ還元酵素であるAhpF存在量の著しい増加が確認された。
KT株ではAhpFの濃度が低いため、叩oS欠損株と明確な差は見出せなかった。
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図4QXyRI変異およびゆoSの欠損によるKatA、KatBおよびAhpFの存在量の変化
KT2442、KT2442A1poS、KT-oxyRlおよびKT-oxyRIAmoS株におけるKatA、KatBおよびAhpFス
ポット周辺の拡大図。
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α"Fはα伽cの下流に隣接して存在しており、オペロンを形成する両遺伝子間に存在す
るステムループ構造によってαノlpFの発現が制限されていると考えられている。α"cと
α加戸の発現量とその比率は、KILoxyR1株とそのゆoS欠損株で有意な差異はなく、叩oSが
欠損することによってAhpCとAhpFの過剰な蓄積が起こったことは、伽IBの転写レベル
が減少することによる相補的な発現上昇を意味するものと考えられるが、この調節機構の
詳細は現在のところ明らかではない。
［総括］
本研究により、Rp加伽のOxyRはα幼C、加触および如虚のプロモーター上流領域に
存在する結合領域に結合することにより、各遺伝子の発現を転写レベルで調節することが
明らかとなった。OxyRは没〃"伽において3種の主要な過酸化物分解酵素遺伝子すべて
の発現において中心的な役割を担っており、このような制御機構は他の菌種で見出されて
いない。また、これまで没p加血のQXyR欠損株は得られていないが、このことは本株にお
ける酸化的ストレス応答における役割の重要性と矛盾しない。しかし、過酸化物分解酵素
の発現は単にOxyRのみに依存するわけでなく、OxyR以外の調節因子の関与により特異的
にその発現が制御されることが明らかとなった。肋rBについてはRpoSの必要性が確認さ
れたものの、α"Cと加触の調節機構に関するOxyR以外の因子についての詳細は、いまの
ところ明らかではない。また、TⅨBの発現がOxyRにより制御を受けることが新たに明ら
かとなり、卿Bについても転写開始点の特定によって、α伽c、加創および〃虚と類似性の
高いOxyR結合領域が存在することが明らかとなった。しかしながら、転写量および過酸
化物による誘導性において、これら3種の過酸化物分解酵素遺伝子とは異なる制御を受け
ることが示されており、揖p加伽における酸化的ストレス応答に関与する遺伝子の発現制
御機構の多様性が明らかとなった。
